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Impedanzmessung in einem fluidischen Mikrosystem 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Impedanzmessung in einem 
fluidischen Mikrosystem, insbesondere Verfahren zur Partikelde- 
tektion in fluidischen Mikrosystemen durch Impedanzmessungen, 
und Messeinrichtungen zur Durchfiihrung derartiger Verfahren. 

Es ist bekannt, biologische Zellen nach dem sog. Coulter- 
Counter-Prinzip zu' zahlen. Dabei werden die Zellen durch eine 
kleine Offnung zwischen zwei Raumen bewegt, in denen zwei E- 
lektroden angeordnet sind. Bei Anderung des elektrischen Wider- 
stands zwischen den Elektroden wird eine Zelle in der Offnung 
detektiert. und gezahlt. Dieses Prinzip wurde zunachst fur 
makroskopische fluidische Systeme (typische Leitungsdimensionen 
im mm- bis cm-Bereich) entwickelt und zunehmend auch in fluidi- 
schen Mikrosystemen angewendet (WO 00/37628, S. Gawad et al . in 
„IEEE-EMBS Conference on Microtechnologies in Med. & Biol.", 
2000, Lyon, Frankreich, und M. Koch et al . in „J. Micromech. 
Microeng.", Bd. 9, 1999, Seite 159-161). 

Beispielsweise wird in wo 00/37628 ein Mikrosystem zur Zellper- 
meation (oder Zellfusion) beschrieben, in dem vor der Permeati- 
on eine Zelldetektion durch eine elektrische Widerstandsmessung 
erfolgt. Fur eine grofienabhangige Zellpermeation werden die 
Partikel unter der Wirkung negativer Dielektrophorese je nach 
ihrer GroBe in verschiedene Teilkanale des Mikrosystems tlber- 
ftihrt. In jedem Teilkanal werden die Partikel mit der stromen- 
den Fltissigkeit an einem Elektrodenpaar vorbeibewegt, an dem 
die Widerstandsmessung erfolgt. Nachteilig an der Detekti- 
onstechnik gemafi WO 00/37 628 ist, dass die Partikel in Bezug 
auf das jeweilige Elektrodenpaar nicht ausgerichtet werden. Ei- 
ne Fokussierung ist nicht vorgesehen. Die Detektorsignale 



besitzen daher- eine verminderte Reproduzierbarkeit , die Detek- 
tion ist unzuverlassig. 

Von Gawad et al . werden ebenfalls planare Impedanzsensoren oder 
Elektrodenpaare an gegeniiberliegenden Wanden eines Komparti- 
ments des Mikrosystems verwendet . Die Zellen werden zur Aus- 
richtung relativ zu den Sensoren durch eine Diise (z. B. Kanal 
mit einem Querschnitt von 20 ym ■ 20 pm) geftihrt, urn ein gut 
auswertbares Impedanzsignal zu erhalten. Das Signal-Rausch- 
Verhaltnis der Impedanzmethode hangt namlich im Wesentlichen 
vom Verhaltnis des Zellradius zum Kanalquerschnitt an einer De- 
tektorelektrode ab (siehe Koch et al.). Nachteilig ist dabei 
jedoch, dass enge Diisen oder Kanale sich durch eine vergroBerte 
Verstopfungsgef ahr auszeichnen. Aulierdem reduzieren sie den 
Zelldurchsatz . 

Es ist ferner bekannt, die Iiapedanzmes sung in fluidischen Mik- 
rosystemen unter Verwendung eines Ref erenzelektrodensystems 
durchzufuhren (s. Gavad et al . ) . Die Impedanzmessung erfolgt 
ublicherweise bei mindestens einer festen Frequenz im Bereich 
von einigen 10 kHz bis MHz. Durch die Verwendung mehrerer Fre- 
quenzen konnen zusatzliche Informationen tiber die detektierte 
Zellen gewonnen werden. Bei der Einzelzellimpedanzspektroskopie 
erfolgt die Impedanzmessung fur ein bestimmtes Frequenzspektrum 
(s. H. G. L. Coster et al . in „BioElectroChem. BioEnerg. xx , Bd. 
40, 1996, Seite 79-98) . 

Die Verstopfungsgef ahr kann vermieden werden, wenn anstelle ei- 
ner Diise eine hydrodynamische Fokussierung vorgesehen ist. Ein 
prinzipieller Nachteil hydrodynamischen Fokussierung besteht 
jedoch darin, dass Messelektroden in der Regel an einer Kanal- 
wand angebracht sind, eine Fokussierung in den Randbereich je- 
doch ausgeschlossen oder nur mit groBem technischen Aufwand re- 
alisierbar ist. Die hydrodynamische Fokussierung ist ferner nur 
begrenzt anwendbar. Sie wird insbesondere durch die System- 



geometrie (geringe Kanallange) oder geringe Pumpraten er- 
schwert. AuJierdem koitunt es bei der Fokussierung zu hydrodynami- 
schem Stress, der insbesondere bei empf indlichen biologischen 
Zellen undrwunscht ist. 

Es sind auch andere Detektionsprinzipien bekannt, die eigen- 
standig realisiert oder mit Impedanzmessungen kombiniert wer- 
den. Beispielsweise basieren optische Verfahren auf einer Mes- 
sung der Lichtstreuung der zu detektierenden Partikel. Dies 
setzt jedoch die Verwendung einer bestimmten Geometrie und 
transparenter Wandmaterialien im Mikrosystem voraus. Bei einer 
magnetischen Fokussierung erfolgt eine Annaherung der Zellen an 
Messelektroden mit Hilfe externer Magnetf elder . Hierzu mussen 
jedoch an die Zellen magnetische Teilchen angekoppelt werden, 
die dartiber hinaus nachteilig fur impedanzspektroskopische Mes- 
sungen sind. Auch eine thermische Fokussierung mit lokalen 
Heizeinrichtungen ist nachteilig, da dabei Zellen unerwiinschten 
Temperaturanderungen ausgesetzt werden. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, verbesserte Verfahren zur Im- 
pedanzmessung in fluidischen Mikrosystemen bereitzustellen, mit 
denen die Nachteile der herkommlichen Detektionsverf ahren uber- 
wunden werden und die insbesondere eine verbesserte Fokussie- 
rung von Partikeln in der Nahe von Detektorelektroden ermogli- 
chen. Die Aufgab.e der Erfindung ist es auch, die Impedanzmes- 
sung in fluidischen Mikrosystemen ' dahingehend weiterzuentwi- 
ckeln, dass Partikel nicht nur gezahlt, sondern auch weitere 
Informationen uber die Partikel gewonnen werden. Die Aufgabe 
der Erfindung ist es ferner, verbesserte Messeinrichtungen zur . 
Impedanzmessung in fluidischen Mikrosystemen bereitzustellen. 

Diese Aufgaben werden mit Verfahren und Messeinrichtungen mit 
den Merkmalen gemafi den Patentanspriichen 1 oder 12 geldst. Vor- 
teilhafte Ausfuhrungsformen und Anwendungen der Erfindung erge- 
ben sich aus den abhangigen Anspruchen. 



Eine Grundidee der Erfindung ist es, suspendierte Partikel, die 
in eineiti Kompartiment' eines fluidischen Mikrosystem mit mindes- 
tens einem Impedanzdetektor erfasst werden sollen, unter der 
Wirkung dielektrophoretischer Feldkrafte, die im Kompartiment 
wirken, in die Nahe des Impedanzdetektors zu fokussieren. Mit 
mindestens zwei Fokussierelektroden werden hochf requente elekt- 
rische Felder erzeugt, unter deren Wirkung mittels negativer 
Dielektrophorese die Partikel relativ zu einer Fliissigkeits- 
stromung im Kompartiment in einen Teilbereich der Stromung be- 
wegt und damit in vorbestimmter Weise relativ zum Impedanzde- 
tektor positioniert werden. Die Partikel werden im Kompartiment 
entlang einer vorbestimmten, durch die dielektrophoretische Fo- 
kussierung definierten Trajektorie am Impedanzdetektor vorbei- 
bewegt. Durch die erf indungsgemafle Kombination des Impedanzde- 
tektors mit den mindestens zwei Fokussierelektroden werden vor- 
teilhafterweise die Nachteile herkommlicher Fokussiertechniken 
uberwunden. Es werden insbesondere unerwtinschte Belastungen 
durch mechanische oder hydrodynamische Krafte vermieden. Des 
Weiteren kann die dielektrophoretische Fokussierung optimal an 
die jeweils zu -detektierenden Partikel angepasst werden. 

ErfindungsgemaJS erfolgt die Impedanzmessung mit mindestens ei- 
nem Impedanzdetektor, der in einem von einer Fltissigkeitsstro- 
mung durchsetzten Kompartiment des Mikrosystems angeordnet ist. 
Das Kompartiment ist allgemein eine Leitungsstruktur im Mikro- 
system, wie z. B. ein Kanal oder ein durchstromtes Reservoir. 
Typische Querschnittsdimensionen des Kompartiments liegen bei- 
spielsweise im Bereich von 200 urn bis 800 um (Breite) • 20 pm 
bis 100 um (Hohe) . Das Kompartiment ist in einem Chipkorper aus 
festem Material (z. B. Halbleiter, Keramik, Kunststoff oder 
dgl.) gebildet. Der mindestens eine Impedanzdetektor umfasst 
mindestens zwei Detektorelektroden, die an einer oder verschie- 
denen Wanden des Kompartiments angebracht sind. Die erfindungs- 
gemafie dielektrophoretische Fokussierung von Partikeln umfasst 



allgemein eine Bewegung von Partikeln in einen Teilbereich der 
Stromung (Stromungssegment) , in dem Partikel beim Vorbeitritt 
am Impedanzdetektor einen vorbestimmten, vorzugsweise ' vermin- 
derten Abstand von einer der Detektorelektroden besitzt. 

ErfindungsgemaS kann die Fokussierung stromaufwarts relativ zum 
Impedanzdetektor erfolgen. Diese Ausfuhrungsf orm kann wegen der 
getrennten Ansteuerung von Fokussier- und Detektorelektroden 
vorteilhaft sein. Alternativ kann die Fokussierung am Impedanz- 
detektor erfolgen. Dabei konnen sich Vorteile durch einen ver- 
einfachten Elektrodenaufbau ergeben. 

Gemafi einer ersten vorteilhaf ten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
umfasst die dielektrophoretische Fokussierung eine Bewegung in 
einen Teilbereich der Stromung (z. B. in die Mitte der Stro- 
mung), der auf einer Verbindungslinie zwischen zwei an gegen- 
uberliegehden Wanden des Kompartiments angeordneten Detektor- 
elektroden liegt oder in dessen senkrechter Projektion auf eine 
Wand des Kompartiments mindestens eine Detektorelektrode ange- 
ordnet ist. Diese Bewegung besitzt den Vorteil, dass alle Par- 
tikel wie durch eine dUsen- oder trichterformig gebildete Feld- 
barriere in einem vorbestimmten Fenster an der mindestens einen 
Detektorelektrode vorbeitreten. Im Unterschied zu herkommlichen 
Techniken erfolgt die Passage des Fensters ohne Beruhrung von 
mechanischen, festen Bauteilen und unter Vermeidung fokussie- 
render Stromungskraf te . Damit wird vorteilhaf terweise eine Ver- 
besserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses (SNR) erzielt. Eine 
lateral versetzte Passage an der Detektorelektrode wird vermie- 
den. Alternativ oder zusatzlich kann die dielektrophoretische 
Fokussierung eine Bewegung von Partikeln derart umfassen, dass 
sich der senkrechte Abstand eines an mindestens einer der De- 
tektorelektroden vorbeitretenden Partikels vermindert . In die- 
sem Fall wird der senkrechte Abstand der Partikelpassage an der 
Detektorelektrode in vorbestimmter Weise eingestellt. 




Erf indungsgemail erfolgt die Partikelf okussierung mit mindestens 
zwei Fokussierelektroden, die an einer Wand, z. B. dem Boden 
des Kompartiments angeordnet sind. Mit zwei Elektroden konnen 
die Partikel hin zur gegentiberliegenden Wand des Kompartiments 
in Detektornahe verschoben werden. Dies kann vorteilhaft sein, 
wenn" z. B. zur Impedanzspektroskopie eine vergroiierte Messzeit 
(oder: verringerte Stromungsgeschwindigkeit) gewtinscht ist, wie 
es am Rand der Stromung gegeben ist. 

Alternativ konnen drei Fokussierelektroden verwendet werden, 
von denen zwei auf einer Wand des Kompartiments konvergierend, 
z. B. zur Bildung einer trichterf ormigen Feldbarriere angeord- 
net sind. Die dritte Elektrode ist als Gegenelektrode auf der 
gegentiberliegenden Wand des Kompartiments angeordnet. Diese 
Ausfuhrungsform kann von Vorteil sein, da eine 3-dimensionale 
Fokussierung im Kompartiment mit einer relativ geringen Elekt- 
rodenzahl erzielt wird. 

Besonders bevorzugt wird die Erfindung jedoch mit zwei Fokus- 
sierelektrodenpaaren umgesetzt, die an gegentiberliegenden Sei- 
ten des Kompartiments (z. B. Boden, Deckel) angeordnet sind. 
Jedes Fokussierelektrodenpaar besteht aus zwei Fokussierelekt- 
roden, z. B. in Form von konvergierenden Elektrodehstreif en. 
Die Verwendung von zwei Fokussierelektrodenpaaren kann zur Ein- 
stellung vorbestimmter Trajektorien durch eine trichterf ormige 
Feldbarriere von Vorteil sein. 

GemaJi einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung wird der 
mindestens eine gemessene Impedanzwert nicht nur in Bezug auf 
das Vorhandehsein eines Partikels, sondern auch in Bezug auf 
die dielektrischen Eigenschaf ten des jeweils erf ass ten Parti- 
kels ausgewertet. Vorteilhaf terweise konnen damit zusatzliche 
Informationen liber die stromenden Partikel erhalten werden, wie 
z. B. Informationen uber den Vitalitatszustand einer Zelle oder 
dgl . . 



Gemafi einer weiteren, vorteilhaf ten Ausf uhrungsf orra der Erfin- 
dung werden mit mindestens einem Impedanzdetektor eine Vielzahl 
von Impedanzwerten erfasst und deren Zeitverlauf in Bezug auf 
den Zeitpunkt, die Richtung und/oder die Geschwindigkeit des 
Vorbeitritts mindestens eines Partikels am Impedanzdetektor 
ausgewertet. Damit wird vorteilhaf terweise der Anwendungsbe- 
reich der herkommlichen Impedanz-Partikelzahlung auf die Erfas- 
sung weiterer Merkmale der Partikel oder des Mikrosystems er- 
weitert. Wenn ein Impedanzdetektor mit einem einzelnen Detek- 
torelektrodenpaar verwendet wird, das sich jeweils durch eine 
in Bezug auf die Stromungsrichtung asymmetrische Elektrodenf orm 
auszeichnet, so ergibt sich bei einem vereinf achten Aufbau die 
Moglichkeit, aus dem Zeitverlauf von Impedanzwerten die genann- 
ten Messgroflen abzuleiten. Wenn mehrere, voneinander beabstan- 
det angeordnete Impedanzdetektoren verwendet werden, sind asym- 
metrische Elektrodenf ormen nicht erf orderlich. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist auch eine Messeinrichtung zur 
Impedanzmessung in einem fluidischen Mikrosystem mit mindestens 
einem Impedanzdetektor, der in einem von einer Fliissigkeits- 
stromung durchsetzen Kompartiment des Mikrosystems angeordnet 
ist, und mindestens einer Fokussiereinrichtung, die mindestens 
mit zwei Fokussierelektroden zur Ausubung dielektrophoretischer 
Krafte auf suspendierte Partikel ausgestattet ist, die durch 
das Kompartiment stromen. Die Bereitstellung der mindestens 
zwei Fokussierelektroden ermoglicht die Formung einer trichter- 
formigen Feldbarriere zur Partikelf okussierung und besitzt den 
Vorteil einer optimalen Integrationsf ahigkeit der erf indungsge- 
maflen Messeinrichtung in an sich bekannte fluidische Mikrosys- 
teme auf der Basis von Fluidikchips . 

Gemafi einer vorteilhaf ten Ausf uhrungsf orm der Messeinrichtung 
umfasst die Fokussiereinrichtung mindestens zwei Paare von Fo- 
kussierelektroden, die im Kompartiment die trichterf ormige 




Feldbarriere bilden. Eine Feldbarriere wird durch eine Vertei- 
lung hochfrequenter Felder, die von den Fokussierelektroden 
ausgeheh und dielektrophoretische Abstofiungskrafte auf die Par- 
tikel ausuben, gebildet. Eine trichterf ormige Feldbarriere 
zeichnet sich' durch eine Feldverteilung, die abgesehen von ei- 
nem Feldminimum (z. B. in der Mitte des Kompartiments) Ruckhal- 
tekrafte bildet, so dass Partikel mit der' Flussigkeitsstromung 
nicht vorbeitreten konnen und durch das Feldminimum gezwungen 
werden. Mit der trichterf ormigen Feldbarriere konnen die Parti- 
kel vorteilhafterweise an einer vorbestimmten Position den Im- 
pedanzdetektor passieren. 

Der Impedanzdetektor umfasst jeweils mindestens zwei Detektor- 
elektroden, die vorzugsweise mit einer planaren Form an einer 
Wand oder verschiedenen, z. B. gegentiberliegenden Wanden des 
Kompartiments angebracht. ist. Wenn eine der planaren Detektor- 
elektroden eine relativ zur Stromungsrichtung ungleichf ormige 
Gestalt besitzt, liefert der Impedanzdetektor bei Aufnahme ei- 
ner Zeitreihe von Impedanzwerten zusatzliche Informationen uber 
die detektierten Partikel oder das Mikrosystem. Die Gestalt der 
Detektorelektroden wird durch deren aufiere Form oder durch 
Strukturierungen festgelegt. Die aufiere Form umfasst bspw. 
Dreieck-, Oval-, Rechteck- oder Kreisformen oder aus diesen zu- 
sammengesetzte Formen. Als Strukturierung ist bspw. ein Elekt- • 
rodendurchbruch oder eine Passivierungsschicht auf der Elekt- 
rode vorgesehen. Alternativ karm der Impedanzdetektor an sich 
eine zur Stromungsrichtung ungleichf ormige oder asymmetrische 
Gestalt besitzen, in dem die Detektorelektroden verschieden ge- 
formt oder relativ zueinander versetzt angeordnet sind. Auch 
bei dieser Gestaltung besitzt die Anderung der Kapazitat zwi- 
schen den Detektorelektroden bei Vorbeitritt eines Partikels 
eine charakteristische Zeitabhangigkeit, die im Impedanzmess- 
wert die zusatzlichen Informationen, z. B. uber die Stromungs- 
richtung liefert. 




Die Erfindung besitzt die folgenden Vorteile. Die dielektropho- 
retische Fokussierung ist bei Anwendung zur Detektion von Zel- 
len besonders schonend. Die Fokussierung kann bei Wechsel der 
Teilchenart oder der Betriebsbedingungen leicht geandert wer- 
den. Die Messeinrichtung lasst sich mit an sich bekannten Pro- 
zessierungstechniken als Teil bekannter Fluidikchips herstel- 
len. 

Weitere Einzelheiten und Vorteile" der Erfindung werden aus der 
folgenden Beschreibung der beigefugten Zeichnungen ersichtlich. 
Es zeigen: 

Figuren 1 bis 4: verschiedene Ausfuhrungsformen erf indungsgema- 

fier Messeinrichtungen, 

verschiedene Ausfuhrungsformen erf indungsgemafi 
verwendeter Fokussierelektroden, 

verschiedene Ausfuhrungsformen erf indungsgemafi 
verwendeter Detektorelektroden, und 

eine Kurvendarstellung eines experimentell er- 
mittelten Impedanzverlauf s . 

Die Figuren 1 bis 4 illustrieren verschiedene Ausfuhrungsformen 
erfindungsgemafler Kombinationen aus Fokussiereinrichtungen und 
Impedanzdetektoren, die jeweils in einem Kanal eines fluidi- 
schen Mikrosystems angeordnet sind. Fluidische Mikrosysteme, 
insbesondere zur Manipulierung biologischer Zellen sind an sich 
bekannt und werden daher mit weiteren Einzelheiten hier nicht 
beschrieben. 



Fig. 5: 



Fig. 6: 



Fig. 7: 



Figur 1 zeigt einen Kanal 10 des Mikrosystems in schematischer 
Draufsicht (a) und Seitenansicht (b) . Der Kanal 10 wird durch 
die Seitenwande 11, 12, einen Boden 13 und eine Deckflache 14 



begrenzt. Der Abstand zwischen den Seitenf lachen 11, 12 liegt 
vorzugsweise im Bereich von 100 pm bis 1 ram, bspw. im Bereich 
von 200 bis 800 pm (Breite des Kanals) , wahrend der Abstand 
zwischen dem Boden 13 und der Decke 14 vorzugsweise rund 5 pm 
bis 200 pm, z. B. 20 bis 100 pm betragt (Hohe des Kanals) . Der 
Kanal 10 wird von einer Flussigkeitsstromung in Pf eilrichtung 
durchstromt. Die Flussigkeitsstromung ist typischerweise eine 
laminare Stromung mit dem illustrierten Geschwindigkeitsprof il 

15 und mit einer Stromungsgeschwindigkeit im Bereich von z. B. 
20 pm/s bis 20 mm/s. In der Flussigkeitsstromung sind Partikel 

16 suspendiert, die mit dem erf indungsgemafien Verfahren detek- 
tiert werden sollen. Die Partikel 16 bewegen sich in Stromungs- 
richtung mit der gleichen Geschwindigkeit wie die Flussigkeit. 
Vor der erf indungsgemafien Fokussierung. ruhen die Partikel rela- 
tiv zur FlUssigkeit. 

Die Partikel 16 umfassen bspw. synthetische Partikel (z. B. 
Kunststof fbits) .Oder biologische Zellen oder Zellbestandteile 
Oder biologisch relevante organische Makromolekule . 

Im Kanal (oder Kompartiment) 10 ist eine erf indungsgemafle Mess- 
einrichtung 2 0 vorgesehen, die eine dielektrophoretische Fokus- 
siereinrichtung 30 und einen Impedanzdetektor 40 umfasst. Die 
Fokussiereinrichtung 30 ist stromaufwarts relativ zum Impedanz- 
detektor 40 angeordnet. Die Seitenwande des Kanals sind zwi- 
schen der Fokussiereinrichtung 30 und dem Impedanzdetektor 4 0 
durchgehend ohne seitliche Offnungen. 

Die Fokussiereinrichtung 30 umfasst mindestens zwei Fokussier- 
elektroden 31, 32. Beim dargestellten Beispiel sind zwei Paare 
von Fokussierelektroden 31-34 vorgesehen, von denen das erste 
Paar 31, 32 bspw. an der Deckflache 14 und das zweite Paar 33, 
34 auf dem Boden 13 angeordnet sind. Jede Fokussierelektrode 
umfasst einen geraden Elektrodenstreif en, der jeweils an der 
Deckflache 14 oder am Boden 13 vom Kanalrand hin zur Kanalmitte 



gerichtet 1st. Die Enden 35 der Fokussierelektroden sind von- 
einander beabstandet . Die Fokussierelektroden sind jeweils tiber 
eine Anschlussleitung (nicht dargestellt) mit einer Steuerein- 
richtung (mit Hochf requenzspannungsquelle) verbunden. 

Der Impedanzdetektor 4 0 ist in Strdmungsrichtung mit einem Ab- 
stand im Bereich von 10 urn bis 2 mm von der Fokussiereinrich- 
tung 30 angeordnet . Der Impedanzdetektor umfasst mindestens 
zwei Detektorelektroden 41, 42, die an der Deckflache 14 und am 
Boden 13 des Kanals 10 angeordnet sind. Jede Detektorelektrode 
41, 42 kann an sich aufgebaut sein, wie es von herkommlichen 
Impedanzmessungen in Elektrolyten bekannt ist. Vorzugsweise be- 
sitzen sie jeweils eine planare Elektrodenf lache mit einer a- 
symmetrischen oder ungleichfdrmigen Gestalt (s. unten) . 

Die Partikel 16 stromen mit der Fills sigkeit allgemein ungeord- 
net durch den Kanal 10, bis sie an die Fokussiereinrichtung 30 
gelangen. An dieser wird mit den Fokussierelektroden 31-34 bei 
gleichfdrmiger Spannungsbeauf schlagung eine trichterf ormige 
Feldbarriere gebildet, die sich in Strdmungsrichtung verengt . 
Die Enden 35 der Fokussierelektroden 31-34 spannen ein Viereck 
auf, in dem sich ein Feldminimum befindet, durch das die Parti- 
kel 16 hindurchtreten konnen. Anschliefiend sind die Partikel 16 
in einem Teilbereich der StrSmung entsprechend der Lage des 
Feldminimums, z. B. in der Mitte des Kanals aufgereiht. In die- 
ser Aufreihung passieren die Partikel die Detektorelektroden 
41, 42. An diesen erfolgt die Impedanzmessung nach an sich be- 
kannten Prinzipien. 

Bei dem Aufbau gemafi Fig. 1 erfolgt mit symmetrischen Fokus- 
sierelektroden 31-34 eine Fokussierung in der vertikalen Kanal- 
mitte, d. h. in der Mitte zwischen den Seitenf lachen 11, 12. 
Der Teilbereich der Strdmung, in dem die Partikel 16 aufgereiht 
sind, ist bei senkrechter Projektion auf die Boden- und Deck- 
f lachen mit den Detektorelektroden 41, 42 ausgerichtet . Es ist 




nicht zwingend erf orderlich, dass die Partikel 16 auch horizon- 
tal fokussiert werden, d. h. im Gleichgewicht zwischen elektri- 
schen Feldkraften und Gewichtskraf t in der Mitte zwischen den 
Boden- und Deckflachen 13, 14 aufgereiht werden. Dies kann al- 
lerdings eberifalls durch die Form und/oder Hohe der Feldbarrie- 
re eingestellt werden, die mit den Fokussierelektroden 31-34 
gebildet wird (siehe auch Fig. 3) . 

Die Fokussierung und die Detektion erfolgen jeweils unter Ver- 
wendung von Hochf requenzspannungen. Es gehort zu den wichtigen 
und unerwarteten Erkenntnissen der Erfinder, dass eine ggf. 
storende, gegenseitigen Beeinf lussung von Fokussierung und De- 
tektion vermieden werden kann. Hierzu erfolgen die Fokussierung 
des mindestens einen Partikels und die Messung des mindestens 
einen Impedanzwertes bei verschiedenen Frequenzen. Es werden 
beispielsweise verschiedene (getrennte) Frequenzbereiche ver- 
wendet. Zellschonendes Fokussieren kann durch Verwendung einer 
Fokussierfrequenz oberhalb einiger 100 kHz erzielt werden. Fur 
die Impedanzmessung ist dieser Bereich auszuschliefien. Vorzugs- 
weise erfolgt die Impedanzmessung bei einer Frequenz unterhalb 
von z.B. 100 kHz. Die Impedanzmessung kann alternativ bei hohe- 
ren Frequenzen erfolgen (z. B. 1 MHz), urn Inf ormationen liber 
den Innenraum der Partikel, z. B. den Elektrolytgehalt in Zel- 
len zu erhalten. Entsprechend wurden die Fokussierelektroden 
bei noch hoheren oder ggf. bei niedrigeren Frequenzen betrieben 
werden. Alternativ oder fur eine weitere Entkopplung zwischen 
Fokussierung und Detektion kann der Impedanzdetektor 4 0 mit ei- 
nem Frequenzf ilter, z. B. einem Tief- oder Bandpassf ilter aus- 
gestattet sein. Mit dem Frequenzf ilter werden die Frequenzen 
von der Detektion ausgenommen, bei denen die Fokussierelektro- 
den betrieben werden. 

Die Wechselwirkung zwischen Fokussiereinrichtung 30 und Impe- 
danzdetektor 40 kann auch durch Erhohung des gegenseitigen Ab- 
standes in Stromungsrichtung vermindert werden. Dies ist vor- 
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teilhaf terweise durch die Laminaritat der Stromung im Kanal 10 
moglich. Der Abstand kann bspw. auch bis zu 3 mm erhoht werden. 

Der Impedanzdetektor 40 kann gemafi der Draufsicht in Fig. 2 aus 
mehreren verschiedenen Detektorelektroden .41, 42 und 43 aufge- 
baut sein. Auf den Boden- und Deckflachen 13, 14 ist ein Detek- 
torelektrodenpaar aus zwei relativ grolif lachigen Detektorelekt- 
roden 41, 42 vorgesehen. Beide Detektorelektroden 41, 42 besit- 
zen die gleiche Aufienform. In der schematischen Draufsicht ist 
. lediglich die obere Elektrode 42 vollstandig dargestellt. Im 
unteren Teil von Fig. 2 ist zu Illustrationszwecken die untere 
Elektrode 41 gezeigt. In die obere Detektorelektrode 42 ist ei- 
ne dritte Detektorelektrode 43 integriert. Sie ist in einer 
Ausnehmung der Elektrodenf lache der oberen Elektrode 42 mit Ab- 
stand von dieser angeordnet. Durch den Abstand ist teilweise 
die untere Elektrode '41 erkennbar. Beispielsweise besitzen die 
grofieren Detektorelektroden 41, 42 Dimensionen von rd. 120 * 150 
pm, wahrend die einzelne, kleiner' Detektorelektrode 43 eine 
Grofie entsprechend typischen ZellgroBen in der Biologie von z. 
B. 20 jam besitzt. 

Die drei Detektorelektroden 41-43 gemafi Fig. 2 sind vorzugswei- 
se nach dem in Fig. 3 illustrierten Prinzip geschaltet. Die un- 
tere Detektorelektrode 41 wird mit einer Treiberspannung mit 
einer vorbestimmten Messfrequenz beaufschlagt (z. B. U < 1 V, f 
= 50 kHz) . Die obere Detektorelektrode 42 liegt auf Massepoten- 
tial. Zwischen der oberen Detektorelektrode 42 und der dritten 
Detektorelektrode 43 ist ein elektrischer Widerstand R angeord- 
net, der entsprechend dem Widerstand der im Kompartiment stro- 
menden Flussigkeit dimensioniert ist. Die Messspannung U wird 
an der dritten Elektrode 43 gegenUber Massepotential abgenom- 
men. Die erf indungsgemafie Impedanzmessung erfolgt derart, dass 
laufend die Spannung U erfasst und die Impedanz ermittelt wird. 
Sobald sich ein Partikel uber der dritten Elektrode 43 befin- 
det, wird diese abgeschirmt, so dass die Spannung U steigt. 



Ein Vorteil der in den Fign. 2 und 3 illustrierten Ausftihrungs- 
form der Erfindung besteht in der Moglichkeit, die Partikel mit 
einer hohen Genauigkeit uber die kleine, dritte Elektrode 43 zu 
fuhren. Durch die dielektrophoretische Fokussierung wird an- 
stelle der herkommlichen Coulter-Dtise ein "virtuelles" Fenster 
erzeugt, das prazise in Bezug auf die dritte Elektrode 43 aus- 
gerichtet ist. Dadurch kann ein besonders hohes Signal-Rausch- 
Verhaltnis erzielt werden. 

In den Figuren 4a (Draufsicht) und 4b (Seitenansicht ) ist sche- 
matisch die horizontale Fokussierung illustriert. Bei dieser 
AusfUhrungsform umfasst der Impedanzdetektor 40 ein Detektor- 
elektrodenpaar 44, das nur auf der Deckflache 14 angeordnet 
ist. Als Fokussiereinrichtung 30 werden zwei Paare von Fokus- 
sierelektroden 31, 32 und 33, 34 verwendet, von denen die unte- 
ren Fokussierelektroden 33, 34 in Stromungsrichtung urn eine 
Strecke dx langer ausgebildet sind, als die oberen Fokussier- 
elektroden 31, 32. Dadurch wird die Feldbarriere verzerrt, das. 
Feldminimum wird von der Kanalmitte hin zur Deckflache 14 ver- 
schoben, so dass die Partikel 16 in einen Teilbereich der Stro- 
mung fokussiert werden, der nahe dem Detektorelektrodenpaar 44 
ist. Der geringste Abstand der Partikel 16 vom Detektorelektro- 
denpaar 44 betragt bspw. 1 um. 

Erfindungsgemali kann die Messeinrichtung zusatzlich mit einer 
Defokussiereinrichtung 50 ausgestattet sein, die im rechten 
Teil der Figuren 4a und 4b schematisch illustriert ist. Die De- 
fokussiereinrichtung 50 besitzt die Aufgabe, die Partikel nach 
der Messung wieder im gesamten Stromungsprof il zu verteilen, 
oder im Bereich der grdliten Stromungsgeschwindigkeit anzurei- 
chern. Damit kann vorteilhaf terweise die Adhasionswahrschein- 
lichkeit der Partikel untereinander (insbesondere von biologi- 
schen Zellen) verringert und der Durchsatz erhdht werden. Die 
Defokussiereinrichtung 50 umfasst Defokussierelektroden 51 bis 
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54, die analog zu den oben genannten Prinzipien eine Verschie- 
bung der Partikel in der Fltissigkeit durch negative Die- 
lektrophorese bewirken. 

Die Fokussier- oder Def okussierelektroden einer erf indungsgema- 
fien Messeinrichtung sind vorzugsweise als Elektrodenstreif en 
mit einer Anordnung entsprechend der gewunscnten Feldbarriere 
gebildet. Abweichend von den oben beschriebenen Ausfuhrungsfor- 
men konnen die Elektrodenstreif en in der jeweiligen Wandebene 
(z. B. in der Bodenflache) gekrummt sein, wie dies im Teilbild 
a der Fig.. 5 illustriert ist. An die konvergierenden Elektro- 
denabschnitte 35, 36 schlieJien sich 2 gerade, parallele Elekt- 
rodenabscnnitte 37, 38 an. Die Ausbildung gerader, paralleler 
Elektrodenabschnitte an den in Stromungsrichtung gelegenen En- 
den der Fokussierelektroden kann in Bezug auf die Wirksamkeit 
der Feldbarriere vorteilhaft sein. 

In den Teilbildern b und c sind Ausfuhrungsf ormen von Fokus- 
sierelektroden gezeigt, die aus drei Teilelektroden bestehen. 
Gemafi Fig. 5b bspw. sind die Fokussierelektroden 31, 32 an der 
Deckflache eines Kompartiments angeordnet, wahrend die fokus- 
sierende Gegenelektrode 39 auf der Bodenflache angeordnet ist. 
Vorteilhafterweise kann mit dieser Anordnung eine dreidimensio- 
nale Fokussierung im Kompartiment mit nur drei Elektroden er- 
zielt werden. Die Feldbarriere wird bspw. durch Anlegen 
hochfrequenter Wechselspannungen mit einer jeweils versetzten 
Phasenlage erzeugt. Die Phasenlage betragt bspw.: 31: 0°, 32: 
120°, 39: 240° oder: 31: 0% 32: 180°, 39: Massepotential . Die 
Anordnung gemafi Fig. 5b ist mit den Fokussierelektrodenf ormen 
gemafi Fig. 5a modif izierbar (siehe Fig. 5c) . 

Gemafi einer alternativen Aus fuhrungs form der Erfindung kann die 
Anordnung von Fokussierelektroden gleichzeitig als Detektorein- 
richtung verwendet werden. Hierzu werden die Elektrodenstreif en 
zur Erzeugung einer trichterformigen Feldbarriere konvergierend 



so zusammengefuhrt, dass die Elektrodenspitzen in Stromungs- ■ 
richtung einen geringen Abstand besitzen, der etwa der Kanalhd- 
he entspricht. Die Fokussierelektroden (z. B. gemafi Fig. 1) 
werden mit Hochf requenzspannungen zur Fokussierung beauf- 
schlagt. Die Impedanz wird diagonal, also bspw. zwischen den 
Elektroden 31 und 34 oder 32 und 33 gemessen. Bei einer Gestal- 
tung gemaB den Fign. 5b oder 5c kann die Impedanzmessung zwi- 
schen einer der Elektroden 31, 32 und der Gegenelektrode 39 er- 
f olgen . 

Bei der Passage eines Partikels an einem Impedanzdetektor hangt 
das gemessene Impedanz signal neben den dielektrischen Eigen- 
schaften (insbesondere Dielektrizitatskonstante, Leitf ahigkeit) 
des Partikels und der Suspensionslosung auch vom Volumenahteil 
des Partikels zwischen den Messelektroden ab. Wenn die Mess- 
elektroden relativ zur Strdmungsrichtung ungleichf brmig oder 
asymmetrisch aufgebaut sind, wie dies beispielhaft in Fig. 6 
illustriert ist, wird bei der Partikelpassage mit einer kon- 
stanten Stromungsgeschwindigkeit ein im Zeitverlauf ungleich- 
formiges Impedanz signal gemessen. Das Impedanzsignal ist im Be- 
zug auf das Maximum asymmetrisch. Aus dem Kurvenverlauf kann 
neben der Stromungsgeschwindigkeit auch die Stromungs richtung 
bestimmt werden (s. Fig. 7).. Zur Bereitstellung ungleichf 5rmi- 
ger oder asymmetrischer Messelektroden erhalten diese eine be- 
stimmte Elektrodenf orm und/oder eine Elektrodenstrukturierung. 
Die Elektrodenstrukturierung umfasst bspw. Durchbruche oder Le- 
cher in der Elektrodenf lache . Alternativ konnen auch Passivie- 
rungen durch Passivierungsschichten auf der Elektrodenf lache 
vorgesehen sein. Die Figuren 6a und 6b zeigen beispielhaft 
Elektrodenflachen 44 mit kreisf ormigen Durchbruchen 45 (oder 
Passivierungsschichten) . Eine asymmetrische Elektrodenf lache 
eines erf indungs gemaB en Impedanzdetektbrs ist gegeben, wenn die 
wirksame Elektrodenf lache sich in Stromungsrichtung verandert. 
Dies ist hier bspw. durch die Aneinanderreihung der Durchbruche 
45 gegeben. Alternativ kann die Variation der Elektrodenf lache 




gemafl den Figuren 6c bis 6f auch durch Veranderungen der auBe- 
ren Gestalt bereitgestellt werden. Die Umrandung der Elektro- 
denflache zeichnet sich durch mindestens eine Dreieck-, Recht- 
eck-, Oval- oder Kreisstruktur aus. 

Die Messelektroden bestehen aus einem inerten, leitfahigen Ma- 
terial, insbesondere Metall, wie z. B. Platin oder Gold. Die 
Passivierungsschichten bestehen aus einem isolierenden Materi- 
al, z. B. Siliziumoxid. 

Figur 7 zeigt beispielhaft den Zeitverlauf eines Impedanzsig- 
nals, das mit einem asymmetrischen Impedanzdetektor gemafi Fig. 
2 aufgenommen wurde. Der Kurvenverlauf zeigt das Impedanzsignal 
(willkurliche Einheiten) in Abhangigkeit von der Zeit. Die oben 
eingezeichneten Kreise markieren Partikeldurchgange, die durch 
eine Videokontrolle ermittelt wurden. Bei jedem Partikeldurch- 
gang zeigt die Impedanzkurve eine charakteristische Asymmetrie 
relativ zum jeweiligen Maximum. Auf beiden Seiten eines Maxi- 
mums sind zwei Nebehmaxima (Schultern) messbar, von deneh die 
im Zeitverlauf zweite Schulter eine geringer'e Amplitude besitzt 
als die erste Schulter. Daraus lasst sich die Stromungsrichtung 
ableiteh". Aus dem Abstand dt zwischen den Minima jeweils zwi- 
schen einer Schulter und dem Maximum kann des Weiteren die 
Stromungsgeschwindigkeit abgeleitet werden, da dt der Durch- 
gangszeit der Partikel entspricht und die Grofie der Messelekt- 
rode bekannt ist. 

Alternativ zu der asymmetirischen Elektrodenf orm gemafl Fig. 2 
oder Fig. 6.1assen sich die in Fig. 7 gezeigten Merkmale auch 
durch Kombinationen mehrerer, in Stromungsrichtung voneinander 
beabstandeter Messmethoden erfassen. 

Die erf indungsgemafie Impedanzmessung kann wie folgt modifiziert 
werden. Die Fokussierelektroden konnen strukturiert werden, wie 
dies aus der Mikrosystemtechnik zur Bereitstellung vorbestimm- 
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ter Feldbarrierenverlauf e an sich bekannt ist. Die fokussieren- 
den Feldbarrieren konnen auch durch Steuerung der Spannung 
und/oder Phase der hochf requenten elektrischen Felder in der 
Fokussiereinrichtung modifiziert werden. 
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PATE N TANS PRUCHE 



1. Verfahren zur Impedanzmessung in einera fluidischen Mikro- 
system mit einem Kompartiment , das von einer Stromung einer 
Flussigkeit mit mindestens einem suspendierten Partikel durch- 
setzt wird und in dem mindestens ein Impedanzdetektor angeord- 
net ist, mit dem zur Detektion des mindestens einen Partikels 
mindestens ein Impedanzwert erfasst wird, der fur die Impedanz 
des Kompartiments charakteristisch ist und der sich bei Anwe- 
senheit des mindes.tens einen Partikels in vorbestimmter Weise 
andert, wobei eine Fokussierung des mindestens einen Partikels 
in einen vorbestimmten Abstand relativ zum Impedanzdetektor er- 
folgt, 

dadurch gekennzeichnet, dass 

die Fokussierung eine Bewegung des mindestens einen Partikels 
relativ zur im Kompartiment stromenden Flussigkeit durch die- 
lektrophoretische Krafte umfasst, die mit mindestens zwei Fo- 
kussierelektroden ausgeubt werden. 

2. Verfahren gemafl Anspruch 1, bei dem die Fokussierung 
stromauf warts relativ zum Impedanzdetektor erfolgt. 

3. Verfahren gemaJi Anspruch 1, bei dem die Fokussierung am 
Impedanzdetektor erfolgt. 

4. Verfahren gemaJi Anspruch 1 oder 2, bei dem die Fokussie- 
rung eine Bewegung des mindestens einen Partikels in einen 
Teilbereich der stromenden Flussigkeit umfasst, in dessen senk- 
rechter Projektion auf eine Wand des Kompartiments der Impe- 
danzdetektor angeordnet ist. 

5. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Fokussierung eine Bewegung des mindestens einen Parti- 



kels derart umfasst, dass sich der senkrechte Abstand des Par- 
tikels vom Impedanzdetektor verringert. 

6. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche", bei 
dem synthetische oder biologische Partikel an dem Impedanzde- 
tektor vorbeitreten. 

7. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Ansprtiche, bei 
dem der mindestens eine Impedanzwert in Bezug auf dielektrische 
Eigenschaf ten des jeweils vorbeitretenden Partikels ausgewertet 
wird. 

8. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Ansprtiche, bei 
dem eine Vielzahl von Impedanzwerten erfasst wird, deren Zeit- 
verlauf in Bezug auf den Zeit'punkt, die Richtung und/oder die 
Geschwindigkeit des Vorbeitritts des Partikels ausgewertet wer- 
den. 

9. Verfahren gemafi Anspruch 8, bei dem aus dem Zeitverlauf 
der Impedanzwerte eine Stromungsgeschwindigkeit der Flussigkeit 
erfasst wird. 

10. Verfahren gemafi Anspruch 8 oder 9, bei dem die Impedanz- 
werte mit dem Impedanzdetektor und mindestens einem weiteren, 
in Stromungsrichtung beabstandet angeordneten Impedanzdetektor 
erfasst werden. 

11. Verfahren gemafi einem der vorhergehenden Anspruche, bei 
dem die Fokussierung des mindestens einen Partikels und die 
Messung des mindestens einen Impedanzwertes bei verschiedenen 
Frequenzen erfolgen. 

12. Messeinrichtung zur Impedanzmessung in einem fluidischen 
Mikrosystem, mit: 



- einem Impedanzdetektor, der in einem von einer stromenden 
Fliissigkeit durchsetzten Kompartiment des Mikrosystems angebrd- 
net ist, und 

- einer Fokussiereinrichtung, mit der der mindestens eine Par- 
tikel in die Nahe des Impedanzdetektors verschiebbar ist, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

die Fokussiereinrichtung mindestens zwei Fokussierelektroden 
zur Ausubung dielektrophoretischer Krafte auf das mindestens 
eine Partikel umfasst, wobei die Fokussiereinrichtung eine 
trichterformige Feldbarriere im Kompartiment bildet. 

13. Messeinrichtung gemaB Anspruch 12, bei der die Fokussier- 
einrichtung stromauf warts relativ zum Impedanzdetektor angeord- 
net ist. 

14. Messeinrichtung gemafl Anspruch 12, bei der der Impedanzde- 
tektor Teil der Fokussiereinrichtung ist. 

15. Messeinrichtung gemafi einem der Anspruche 12 bis 14, bei 
der mindestens zwei Paare von Fokussierelektroden auf gegenu- 
berliegenden Wanden des Kompartiments vorgesehen sind, die die 
trichterformige Feldbarriere bilden. 

16. Messeinrichtung gemaJJ einem der Anspruche 12 oder 15, bei 
der die Fokussierelektroden in Stromungsrichtung verschiedene 
Langen besitzen. 

17. Messeinrichtung gemaft einem der Anspruche 12 bis 16, bei 
der der Impedanzdetektor mindestens zwei Detektorelektroden um- 
fasst, die an einer Wand oder veschiedenen Wanden des Komparti- 
ments angeordnet sind. 

18. Messeinrichtung gemafi Anspruch 17, bei der mindestens eine 
der Detektorelektroden eine relativ zur Stromungsrichtung un- 



gleichformige Gestaltung besitzt oder beide Detektorelektroden 
relativ zur Stromungsrichtung verschiedene Formen aufweisen. 

19. Messeinrichtung gemaB Anspruch 18, bei der die mindestens 
eine Detektorelektrode eine Gestaltung besitzt, die 

- mindestens ein Dreieck, 

- mindestens eine Streif en-Flache-Kombination, und/oder 

- mindestens einen Elektrodenstrukturierung umfasst. 

20. Messeinrichtung gemaB Anspruch 19, bei der die mindestens 
eine Elektrodenstrukturierung einen Elektrodendurchbruch oder 
eine Elektrodenpassivierungsschicht umfasst. 

21. Messeinrichtung gemaB einem der Anspruche 12 bis 20, bei 
der mindestens ein weiterer, in Stromungsrichtung beabstandet 
angeordneter Impedanzdetektor vorgesehen ist. 

22. Messeinrichtung gemaB einem der Anspruche 12 bis 21, bei 
der der mindestens eine Impedanzdetektor mit einem Frequenzfil- 
ter ausgestattet ist, mit dem Frequenzen, bei denen die Fokus- 
siereinrichtung betrieben wird, filterbar sind. 
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Zus animenf as sung- 



Es werden ein Verfahren und eine Messeinrichtung zur Impedanz- 
messung in einem fluidischen Mikrosystem mit einem Kompartiraent 
(10) beschrieben, das von einer Stromung einer Flttssigkeit mit 
mindestens einem suspendierten Partikel (16) durchsetzt wird 
und in dem mindestens ein Impedanzdetektor (40) angeordnet ist, 
mit dem zur Detektion des mindestens. einen Partikels mindestens 
ein Impedanzwert erfasst wird, der fur die Impedanz des 
Kompartiments charakteristisch ist und der sich bei Anwesenheit 
des mindestens einen Partikels in vorbestimmter Weise andert, 
wobei eine Fokussierung des mindestens einen Partikels in einen 
vorbestimmten Abstand relativ zum Impedanzdetektor erfolgt, 
wobei die Fokussierung eine Bewegung des mindestens einen 
Partikels relativ zur im Kompartiment stromenden Flussigkeit 
durch dielektrophoretische Krafte umfasst, die mit mindestens 
zwei Fokussierelektroden (30) ausgeiibt werden. 



Fig. 1 
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